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© Verfahren zur Herstellung von Lipid-Vesikeln durch Urtraschallbehandlung, Anwendung des Verfahrens und Vorrichtung 
. zur Durchfuhrung des Verfahrens. 

© Bei einem Verfahren zur* Herstellung von Lipid-Versikeln 
aus biologischen Mernbranen Oder aus Lipid-Suspensionen. 
bei dem die zu desintegrierenden Lipid-Suspensionen oder 
Lipid-Partikel in einer Dispersionsflussigkeit einer LUtra- 
schallbehandtung unterworfen werden, werden die fur den 
jeweiligen Zweck optimalen Ultraschall-Bedingungen ermit- 
telt. Wahrend der Ultraschallbehandlung unter den ermrttel- 
ten Bedingungen werden im Reaktionsmedium die Frequenz 
und die Intensitat des Uttraschallfeldes fortlaufend g ernes- 
sen, und in Abhangigkeit von den gemessenen Istwerten 
werden die Ausgangsleistung und die Frequenz des den 
Schwingungsgeber fur die Ultraschallwellen speisenden 
W elektrischen Generators zur stSndigen Aufrechterhaltung der 
^ optimalen Bedingungen nachgeregelt. Die Regelung kann 
Ober einen automatischen Regelkreis mit Sotlwert-lstwert- 
Vergleich durchgefuhrt werden. 

Das Verfahren findet insbesondere Anwendung fur die 
Herstellung von fur therapeutische Zwecke bestimmten, mit 
einem Wirkstoff beladeneri Lipid-Vesikeln, die zur Fusion mit 
roten Blutzellen befahigt sind. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstel- 
lung von unif ormen, unilamellaren sogenannten 

5 kleinen Lipid-Vesikeln, insbesondere ein Verfah- 
ren zum Oberfiihren von lamellar angeordneten 
Lipiden in Lipidvesikel , bei dem die zu' desin- 
tegrierenden Lipid-Strukturen (Lamellen) in 
einer Suspens ionsf liissigkeit innerhalb eines Be- 

lo schallungsgef aftes bei im wesentlichen konstanter 
Temperatur einer Ultraschallbehandlung unterwor- 
fen werden. Die Erfindung umfafit ferner geeignete 
Vorrichtungen zur Durchfuhrung des Verf ahrens • 

15 Lipid-Vesikel werden zum Beispiel fur medizinisch- 
therapeutisclie und wissenschaf tliche Zwecke beno- 
tigt. Arzneimittel , die einen intrazellularen 
; Wirkort haben, mussen die Zell-Membran passieren 
konnen. Viele Effektoren, die den intrazellula- 

2o ren Stoffwechsel kontrollieren und in der Zelle 

gebildet werden, konnen die Zelle weder verlassen 
noch in diese von au/Sen eindringen, Der therapeu- 
tische Einsatz dieser Stof f -Klasse macht daher 
einen Transportmechanismus erf orderlich, der es 

25 erlaubt, nicht-membran-permeable Stoffe in die 
Zellen hineirizuschleusen, ohne daJS diese Stoffe 
die Zellen wieder verlassen konnen. Ein solcher 
Transportmechanismus soil daruberhinaus moglichst 
unabhangig von dem zu transportierenden Wirkstoff 

3o sein, also jede Art von Effektor transportieren 
konnen, andererseits aber Zell-spezif isch sein, 
d.h. den Transport nur in bestimmte Zellen ermog- 
lichen, Ein Transport-System mit den oben genann- 
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Eigenschaf ten stellen Lipid-Vesikel dar, welche 
die verschiedensten Stoffe einschlieBen konnen, wie 
Enzyme, Arzneimittel , Chelat-bildende Substanzen, 
Hormone, Zell-Ef f ektoren, Antigene, Antikorper, 

5 Interferon- Induktoren und Gene. In den Lipid-Vesi- 
keln sind das Losungsmittel und die im Losungsmit- 
tel gelosten Stoffe von Phospholipid-Doppelschicht- 
membranen umschlossen. Die Lipid-Membran hat eine 
Dicke von 4 nm, die Vesikel konnen einen Durchmesser 

1o von 25 bis 12o nm annehmen. Die GroBe der Vesikel 
laBt sich mit Hilfe der Laser-Lichtstreuung, durch 
Ultrazentrifugation, Gelf il tration oder im Raster- 
El ektronenmikroskop bestimmen. 

15 Ein wichtiges Anwendungsgebiet der Lipid-Vesikel 
ist die Ihkorporierung von Inositolhexaphosphat 
(IHP) in rote Blutzellen nach dem von Y.C. Nicolau 
und K. Gersonde beschriebenen Verfahren (US-Patent 
4.192.869), zur Herabsetzung der Sauerstof f-Af f initat 

2o des Hamoglobins. Man weifi namlich, daB z.B. bei der 
Lagerung von Blutkonserven die Sauerstof f-Af f initat 
des Hamoglobins in den roten Blutzellen standig zu- 
nimmt. Ebenso beobachtet man bei bestimmten Krank- 
heiten eine erhohte Sauerstof f-Af f initat des 

25 Hamoglobins. Diese erhohte Sauerstof f-Af f initat 

flihrt dazu, daB nur ein geringer Anteil des Sauer- 
stoffs, der an Hamoglobin gebunden ist und im Blut 
zirkuliert, tatsachlich an das Gewebe abgegeben 
wird. Diese hohe 0 2 "Aff initat des Hamoglobins 

3o kann durch Bindung von bestimmten Effektoren 
an das Hamoglobin herabgesetzt werden. Der 
starkste Effektor dieser Art ist das Inositolhe- 
xaphosphat (IHP) . Die Inkorporierung von IHP wird 
erreicht dadurch, dafl intakte Zellen mit IHP-bela- 
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denen Lipid-Vesikeln inkubiert werden, wobei 
durch Fusion der Lipid-Membranen der Zelle und 
der Vesikel IHP in die Zelle eingeschleust wird 
und dort seine Wirkung erzielt, namlich die 

5 Veranderung der - Affinitat des Hamoglobins, 
meftbar als "Rechtsverschiebung" der Hamoglobin- 
02-Dissoziationskurve . Nach Riickkehr dieser IHP- 
beladenen roten Blutzellen in den Kreislauf wird 
ein erheblich hoherer Anteil der in den roten 

1o. Blutzellen gespeicherten 0 2 - Menge in der Periphe- 
rie abgegeben. Diese Eigenschaft der modifizier- 
ten roten Blutzellen bleibt wahrend des gesamten 
Lebens der Zelle erhalten. 

15 Ftir die Inkorporierung von Inositolhexaphosphat 
in rote Blutzellen werden kleine, unilamellare 
IHP-beladene Lipid-Vesikel mit einem Durchmesser 
von 2o bis So nm benotigt. Es ist bekannt, Lipid- 
Vesikel durch Desintegration von Lipid-Suspen- 

2o sionen im Ultraschallf eld herzustellen • Der Fort- 
schritt in der Anwendung von Lipid-Vesikeln in 
der Therapie vollzieht sich bisher nur sehr lang- 
sam, da die Herstellung von fur die Fusion mit 
den roten Blutzellen geeigneten Lipid-Vesikeln 

25 in ausreichender Menge mit erheblichen Schwierig- 
keiten verbunden ist. Die fiir diesen Zweck geeig- . 
neten Lipid-Vesikel mtissen namlich nicht nur in 
grofXen Mengen hergestellt werden konnen, sondern 
auch reproduzierbar von einheitlicher Grofte und 

3o somit dosierbar in der therapeutischen Anwendung 
sein. Die nachtragliche Anwendung von Trennver- 
fahren zum Abtrennen geeigneter Fraktionen der 
Lipid-Vesikel wirft vielerlei Probleme auf, z.B. 
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Auf rechterhaltung der Sterilitat und Anwendung M 
aufwendiger und zeitraubender Trenn-Techniken, M 
die die biologische Effektivitat der Vesikel, die M 
nur eine Halb-Lebenszeit von ca. 1 Tag haben, |§ 

5 stark vermindern. Das einzige Verfahren, das die 3 

Herstellung grofSer Mengen von Vesikeln in kurzer |§ 
Zeit erlaubt, ist die Desintegration im Ultra- 'M 
schall. AufJer von der Art und Zusammensetzung der m 
Lipid-Membran der Vesikel hangen der Erfolg und j 

To die Reproduzierbarkeit der wissenschaf tlichen 1| 

Untersuchung bzw. der therapeutischen Behandlung, 1 
d.h, Einschleusung von IHP in rote Blutzellen, we- 
sentlich von der Grofie der Lipid-Vesikel ab. Die 
Kontrolle, ob sich bei der Desintegration der 

15 Lipid-Suspension die Lipid-Vesikel in ausreichen- 

der Homogenitat und somit Qualitat und in ausrei- 
chender Menge gebildet haben, erfolgt in der . v 
Weise, da!3 man mit den herges tell ten Lipid-Vesi- | 
-keln die gewunschten IHP-Einschleusungsversuche 

2o in rote Blutzellen* durchftihrt, das intrazelluiare 

IHP chemisch nachweist und die Hamoglobin-0 2 - 
Dissoziationskurve intakter Zellen raiBt bzw. die 
gewunschte biologische oder therapeutische Wir- 
kung der IHP-beladenen roten Blutzellen im Tier- 

25 versuch nachweist. Die Ergebnisse der Versuche bzw. 
der Erfolg der Behandlung konnen also erst nach 
aufwendigen Experimenten beurteilt werden, und der 
Erfolg der Ultraschallbehandlung, namlich die Her- 
stellung von fur die Fusion mit den roten Blut- 

3o zellen befahigten Vesikeln, erst im Nachhinein er- \ 

kannt werden. \ 

Es hat sich gezeigt, daft die Herstellung von Lipid- ] 
Vesikeln - insbesondere in groBen Volumina, wie sie 



fur therapeutische Verfahren erf orderlich sind - 
mit gleichbleibenden Eigenschaf ten mit Hilfe der 
bekannten Ultraschall-Technik schwierig ist. Trotz 
Einhaltung anscheinend vollig gleicher auBerer 
Bedingungen bei der Desintegration der Lipid- 
Suspensionen im Ultraschallf eld gelingt es bisher 
nicht, stets die gleiche Ausbeute an sogenannten 
kleinen unilamellaren und somit f usionswirksamen 
Lipid-Vesikeln zu erhalten. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde , das 
eingangs genannte Verfahren zur Herstellung von 
Lipid-Vesikeln, die erfolgreich Effektoren in 
Zellen einschleusen, dahingehend weiterzuent- 
wickeln, da/5 der Wirkungsgrad des Verfahrens er- 
hoht wird, und daft in reproduzierbarer Weise eine 
hohe Ausbeute an fur den jeweils gewunschten Zweck 
hochwirksamen Lipid-Vesikeln erzielt wird. 

Die Erfindung besteht darin, daf5 die fur den ge- 
wunschten Zweck wirksamste VesikelgrSfle bzw. Ve- 
sikelgrolienverteilung, sowie die fur die Erzielung 
dieser VesikelgrofSe bzw. VesikelgrofXenverteilung 
optimale Ultraschall-Frequenz und -Intensitat ermit 
telt wird, und da/5 die so ermittelte optimale Ultra 
schall-Frequenz und -Intensitat bei im ubrigen 
gleichen Behandlungsbedingungen dadurch konstant- 
gehalten wird, da/5 wahrend der Ultraschallbehand- 
lung der Istwert der Frequenz und der Intensitat 
des Ultraschallf eldes in dem Reaktionsmedium 
fortlaufend gemessen, und in Abhangigkeit von die- 
sem Istwert die Ausgangsleis tung und die Frequenz 
des den Schwingungsgeber speisenden elektrischen 
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Generators geregelt wird. 



Der Erfindung l iegt die Erkenntnis 

«" Bede u t U n g ist , J' 'I." > l^ZZTS"?"- 

und Ho m ogenitat der im Ultrascna"L ld \ 

und Intensitat des auf die Lini.4 Kons tan 2 
UltraschaHfaldes abhsV , «™lrkenden 
lich ist di! / bhan « en - "Wrend es bisher Cb- 

Schanenerg ,\" ^ Sch '»«">« ^nge.cppeXte 

medium wirksam* <: i, f/ m Reak tioiis-- 

- ver^dert^ta 1 :^! 1 : "f" 
tive Schallen G Tcr-;o - n e ' dafi dle effek- 

cnanenergie i m Reaktionsmedium selbsr 
lhrem optimalen w«-r* i, sej.ost auf 

--sen ^^^^Z^ 
die die eff*W4 c . " flusse ^ompensiert, 

fr*,z:z v : i:ex!BUd intensitat und die sc - a "- 

Reaktion cir-i, •• j *ortschrei tender 

axtxon, sich andernde geometrische Verhait - 
xnnerhalb des Reaktions.ediu.s bei ill ! ^ 
Gasblaschen wahrend der UltrLchallb , ^ 
sowie Reflexion - Ultrascha Hbehandlung , 

wellen, da! " ch von Schan- 

sich nut den von, SchaUgeber ah.. 
strahZten SchailweUen Qberlagert L f 

xaagert, und gegebenen- 
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falls bei phasenverschobener Oberlagerung bis zur 
Ausloschung der Schallenergie f uhrt . 

Wenn man also gemaii dem erf indungsgemafien Verfahren 
5 zunachst mit Hilfe der bekannten Untersuchungs- 

methoden den fur den jeweiligen Zweck optimalen 
Vesikeldurchmesser bzw. die optimale Verteilungs- 
kurve der wirksamsten Vesikeldurchmesser fest- 
stellt, sodann in einer weiteren Versuchsreihe 
1o die optimalen Ultraschallbedingungen wie Frequenz 

und Schalldruck ermittelt, die zu der gewiinschten 
Verteilungskurve fiihren, und dann die so ermittel- 
te optimale Ultraschallintensitat und Ultraschall- 
frequenz innerhalb des Reaktionsmediums wahrend 
15 der Reaktionsdauer konstant halt, erhalt man eine * 

sehr hohe Ausbeute an fur den jeweiligen Zweck 
auflerordentlich wirkungsvollen Lipid-Vesikeln . 

Das erf indungsgemaBe Verfahren laflt sich nicht nur 
2o fiir die Herstellung von Lipid-Vesikeln , sondern 

mit demselben Erfolg auch zum Behandeln von natur- 
lichen biologischen Membranen und deren Umwandlung 
in Vesikel anwenden, beispielsweise bei der Er- 
forschung von Funktion und Struktur von Membran- 
25 Enzymen. Auch hierfur ist es namlich erf orderlich , 

die Membran-Enzyme reproduzierbar in Vesikel be- 
stimmter GroBe zu iiberfiihren, was nach den bekann- 
ten Verfahren nicht mit ausreichender Sicherheit 
moglich ist. 



3o 



Weitere Einzelheiten und Vorteile des erfindungs- 
gemaflen Verfahrens werden nachfolgend anhand der 
Zeichnungen und anhand von Ausf uhrungsbeispielen 



naher beschrieben. 



Von den Zeichnungen zeigt: 

Fig. 1 eine fur die Herstellung von klei- 
neren Mengen von Lipid-Vesikel- 
Suspensionen geeignete Vorrichtung 
mit den Merkmalen der Erfindung, 
teilweise in schematischer Darstel- 
lung , und 

Fig, 2 eine fur die Herstellung von Lipid- 
Vesikel-Suspensionen in Steril- 
Packungen fur den klinischen Ge- 
brauch in Liter-Quantitaten geeig- 
nete Vorrichtung, ebenfalls in 
teilweise schematischer Darstellung 

Das Reakt ionsmedium 1 in Form einer Suspension 
eines Lipides in einem geeigneten Dispersions- 
mittel befindet sich in dem inneren zylinderfor- 
migen Rohr 2 des doppelwandigen glasernen Reak- 
tionsgef alJes 3. Der Boden des Reaktionsgef afies 3 
weist eine zu dem Reaktionsraum 3 durchgehende 
Offnung auf , in die ein Schallauf nehmer 5 einge- 
setzt ist. Der Schallauf nehmer 5 ist mit Hilfe 
einer Epoxidharzschicht 6 mit der die Offnung 
umgebenden Wand 7 verklebt und abgedichtet. Von 
oben taucht in das Reaktionsmedium 1 ein Ultra- 
schall-Schwingungsgeber 8 ein, Der aus dem Re- 
aktionsgef a!3 3 oben herausragende Teil 9 des 
Schwingungsgebers 8 ist mit einer Kupplung 9 fur 
den StromanschlufS versehen. 



C052322 



Durch die doppelte Wand des Reaktionsgef aftes wird 
ein Hohlraum 1o gebildet, der von Kuhlwasser durch- 
stromt ist. Die Rohrstutzen 11 und 12 dienen zur 
Zuleitung bzw. zur Abfiihrung des Kiihlwassers. Der 
Rohrstutzen 13 fiihrt in den Reaktionsraum ober- 
halb des Reakt ionsmediums 1 und dient zur Zufiih- 
xung eines Inertgases wie Argon. Nach oben ist der 
Reaktionsraum abgeschlossen durch einen Deckel 14. 
Durch die zwischen dem Deckel 14 und dem Ultraschall 
geber bzw. der GefaBwand verbleibenden Spalte kann 
das unter geringem Oberdruck stehende Inertgas ent- 
weichen. 

Der Schallaufnehmer 5 weist als eigentlichen 
Schalldruck- bzw. Schallintensitatsempf anger an 
seinem oberen, mit dem Reaktionsmedium 1 in 
Kontakt stehenden Ende eine Piezo-Scheibe 18 auf, 
die in dem dargestellten Fall radial in einem 
Halterohr eingebaut, und in diesem Halterohr bei- 
spielsweise mit Epoxidharz eingeklebt und abgedich- 
tet ist. Das von der Piezo-Scheibe 18 gelieferte 
elektrische Signal ist ein Maft fiir die effektive 
Schallfrequenz und die effektive Schallintensi tat 
in dem Reaktionsmedium. Dieses elektrische Signal 
stellt den Istwert des Regelkreises dar und wird 
iiber die Leitung 2o dem Regelvers tarker 21 zuge- 
fiihrt. Auf dem Oszillographen 22 konnen gegebenen- 
falls die effektive Frequenz und die Schallinten- 
sitat visuell verfolgt, und erf orderlichenf alls 
von Hand Nachregulierungen der Frequenz und der 
Ausgangsleistung des Hochfrequenzgenerators 23 
vorgenommen werden. 

Dem Regelverstarker 21 wird iiber eine Sollwert- 
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Einstell-Vorrichtung 24 der Sollwert fur die 
Ultraschall-Intensitat , und uber eine Sollwert- 
Einstell-Vorrichtung 25 der Sollwert fur die 
Ultraschall-Frequenz vorgegeben. Bei Abweichungen 
der Istwerte der Frequenz und der Intensitat des 
Ultraschallf eldes im Reaktionsmedium von den vor- 
gegebenen Sollwerten wird iiber die Leitung 26 
der Ultraschallgenerator 23 angesteuert, dessen 
Frequenz und/oder Ausgangsleistung so lange ver- 
andert werden, bis die innerhalb des Reaktions- 
mediums 1 gemessenen effektiven Werte mit den 
vorgegebenen Sollwerten ubereins timmen . Von dem 
Hochfrequenzgenerator 23 wird der Ultraschall- 
geber 8 iiber die Leitung 28 mit der erf order- 
lichen elektrischen Spannung versorgt. 

Die in Fig. 2 dargestellte Vorrichtung eignet sich 
fur die Herstellung von Lipid-Vesikeln in grofieren 
Quantitaten. Das Reaktionsgef alS ist eine oben of- 
fene zylindrische rechteckige Wanne 3o aus korro- 
sionsbestandigem Cr-Ni-Stahl. Die Kuhlung der Fliis- 
sigkeit 31 in dem Reaktionsgef a/S erfolgt durch eine 
Kuhlschlangenanordnung 32, die in die in der Wanne 
3o befindliche Flussigkeit 31 eingesetzt wird. Unter 
dem Boden der Wanne 3o sind auf der AufXenseite 
acht elektro-akustische Wandler 33 angeordnet, de- 
ren Schwingungsgeber 34 an den Boden der Wanne 3o 
angekoppelt sind. Die Schallenergie wird so auf 
die Flussigkeit 31 in der Wanne 3o iibertragen. 

In die Flussigkeit 31 taucht von oben der Schall- 
aufnehmer 35 ein. Das Reaktionsmedium selbst be- 
findet sich in einem ver schlossenen Steril-Beutel 
36, der durch die Kuhlschlangenanordnung 32 inner- 
halb der Flussigkeit 31 wenig oberhalb des Bodens 
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der Wanne gehalten wird. Der Schallaufnehmer 35 wird 
so weit abgesenkt, daft der Schallaufnahmkopf , d.h. 
die Piezo-Scheibe 37, gegen den Steril-Beutel 36 ge- 
driickt wird, und so das Ul traschallf eld in dem Re- 
5 aktionsmedium erfafSt. 

Das von der Piezo-Scheibe 37 gelieferte Signal steu- 
ert uber die Leitung 38 den Regelverstarker 39 an und 
liefert diesem die Istwerte fur den Regelvorgang . 

lo Die Sollwerte fur die Frequenz und die Intensitat 

des Ultraschalls werden vorgegeben durch die Sollwert 
-Vorgatbeeinrichtung 4o bzw. 41. Bei Abweichung der 
Istwerte von den vorgegebenen Sollwerten wird uber 
die Leitung 42 der regelbare elektrische Generator 

15 43 angesteuert, dessen an die elektromagnetischen 
Wandler 33 uber die Leitung 44 abgegebene Ausgangs- 
leistung und/oder Frequenz so lange verandert werden, 
bis Sollwerte und Istwerte ubereinstimmen. Die von 
der Piezo-Scheibe 37 gemessene Frequenz und Amplitu- 

2o de des Ultraschallf eldes konnen auf dem Oszillo- 

graphen 45 visuell beobachtet. werden, so daB auch ggf 
ein manueller Eingriff in die Regelung moglich ist. 

Mit Hilfe der beschr iebenen Vorrichtungen werden 
25 beispielsweise folgende Reaktionen durchgef iihrt : 

Beispiel 1 

Es sollen IHP-beladene Lipid-Vesikel fur thera- 
3o peutische Zwecke hergestellt werden, und zwar 

zur Einschleusung von IHP in rote Blutzellen mit- 
tels Fusion zur Verbesserung der C^-Freiset zungs- 
eigenschaften der roten Blutzellen. Die generelle 
Methode zur Preparation von Lipid-Vesikeln ist in 
35 der US-Patentschr if t 4.192.869 beschrieben, auf 



die insoweit Bezug genommen wird* Die Lipid-Vesikel 
sind aus Phosphatidylcholin, Phosphatidylserin und 
Cholesterol im molaren Verhaltnis von 8:2:7 
aufgebaut. Diese Lipide werden zunachst in einem 
organischen Losungsmittel aus 95 Teilen Chloroform 
und 5 Teilen Methanol gelost, um eine homogene L6- 
sung und Mischung dieser Lipide zu erreichen. Dann 
wird das Losungsmittel bei 2o Grad Celsius im Ro- 
tationsverdampf er entfernt. Der dann im Rundkolben 
verbleibende Lipid-Film wird mit einer waftrigen 
Losung, welche die biologisch aktive Substanz 
(hier IHP) enthalt, auf genommen und geschuttelt, 
so daI3 sich nunmehr ebene Lipid-Lamellen in dieser 
Suspension bilden. Diese Suspension enthalt Lipide 
in einer Konzentration von ca. 17 - 2oo ^ug/1. Die 
Suspension ist ferner gesattigt an IHP und zwischen 
pH 7.o - 8.o gepuffert. 

In einer vorausgehenden Versuchsreihe wurde fest- 
gestellt, daB sich fur die Fusion mit Erythrozyten 
und die Inkorporierung von IHP in Erythrozyten Ve- 
sikel eignen, die die oben beschriebene Zusammen- 
setzung haben und die einen Durchmesser von 25o 
- 5oo X aufweisen. Die Wirksamkeit ist um so groBer 
je grofter der Mengenanteil dieser Vesikel-Formation 
in dem jeweiligen Praparat ist. Durch eine weitere 
Versuchsreihe wurde sodann ermittelt, daB sich 
diese gewiinschte Durchmesserverteilung erreichen 
laBt, wenn die Lipide bei einer in etwa konstanten 
Temperatur von 37 Grad Celsius mit einer schmal- 
bandigen Schallf requenz von 2o kHz mit einer effek- 
tiven Schallenergie von 3 bis 6 W/ cm 2 beschallt 
werden. 
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Die oben beschriebene Lipid-Suspension wird unter 
Inertgas in das Reaktionsgef aft 3 (Fig. 1) eingefullt. 
Das Reaktionsgef aft wird durch das Rohr 13 mit Argon 
gespiilt. An den Sollwer t-Einstellvorrichtungen 24 
und 25 werden sodann die optimale Schallintensitat 
und die gewiinschte Schallf requenz eingestellt. 
Die beschriebene Regeleinrichtung sdrgt dafur, daft 
die optimale Schallintensitat als effektive, auf 
die Reaktionsf lussigkeit zur vollen Einwirkung kom- 
mende Schallintensitat wahrend deT gesamten Behand- 
lungszeit eingehalten wird. Die Behandlung dauert 
3o bis 6o Minuten. Wahrend dieser Zeit wird durch 
das Kiihlwasser die in dem Reaktionsgef aft ent- 
wickelte Warrae abgefiihrt und so die Temperatur 
konstant gehalten. 

Die auf diese Weise erhaltene Vesikel-Suspension 
wird nun mit roten Blutzellen bei 37 Grad Celsius 
1 h inkubiert. Danach werden die roten Blutzellen 
in isotonischem Puffer pH 7,4 gewaschen und die 
Hamoglobin-0 2 -Dissoziationskurve der modif izierten 
iritakten Zellen gemessen. Der Erfolg der IHP-In- 
korporierung wird als "Rechtsverschiebung" der Hamo- 
globin-02- Dissoziationskurve erkannt.Der durch 
IHP-Bindung an Hamoglobin maximal erreichbare C^- 
Halbsattigungsdruck betragt bei 37 Grad Celsius 
und pH 7.4 95 mmHg . 

Der Erfolg der kontrollierten Ultraschall-Methode 
liegt vor allem darin, daft der maximale IHP-In- 
korporierungsef f ekt mit Volumen-Verhal tnissen RBC 
(Rote-Blutzellen) : Vesikel oder mit Lipid-Konzen- 
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trationen erreicht wird, die nur noch 1o % der 
Werte betragen, die bei der.bisher iiblichen un- 
kontrollierten Ultraschallanwendung fur eine 
erfolgreiche IHP-Inkorporierung eingesetzt ver- 
den mufXten. Daraus resultiert ein erheblicher 
wirtschaftlicher Vorteil, da Lipide teuer sind 
und nicht wiederverwendet werden konnen. Da- 
riiberhinaus sind mit der bisher iiblichen Methode 
keine reproduzierbaren Ergebnisse zu erzielen, 
die unbedingte Vorausse tzung fur eine sichere 
Dosierung in der Therapie sind, 

Beispiel 2 

Bei Lipid-Vesikeln fiir therapeutische Zwecke 
besteht die Forderung nach absoluter Keimfrei- 
heit.Da eine Sterilisation der fertigen Vesikel- 
Suspension auf aufterste Schwierigkeiten st613t, 
.wird fplgendes Verfahren angewandt: Die Ausgangs- 
komponenten entsprechend dem Beispiel 1 werden 
zunachst sterilisiert , und unter sterilen Kaute- 
len in einen ebenfalls sterilisierten Beutel 
aus Polyathylen oder Weich-PVC-Folie von etwa o,5 
mm Wandstarke gefullt. Der Beutel wird steril 
dicht verschlossen und dann in dem Ultraschall- 
gefafi nach Fig. 2 der Ultraschallwirkung ausge- 
setzt, wobei der Raum zwischen den Gefaflwanden 
und dem Beutel mit Wasser ausgefullt ist. Die 
Messung der Schallintensitat erfolgt in diesem 
Fall an der AufXenseite des Beutels. Unter sonst 
gleichen Bedingungen wie in Beispiel 1 beschrie- 
ben werden die gleichen Ergebnisse erzielt, wenn 
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die den Schwingungsgebern zugefiihrte Leistung 
etwa urn den Faktor 1,65 erhoht wird . Dieser 
bei der vorgegebenen Versuchsanordnung anhand 
der Messungen experimentell ermittelte Faktor 
5 reprasentiert die durch die Einbringung des 
Beutels eintretenden Leis tungsverluste . 
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Verfahren zur Herstellung von Lipid-Vesikeln 
durch Ultraschallbehandlung , Anwendung des 
Verfahrens und Vorrichtung zur Durchfuhrung 
des Verfahrens 



Patentanspriiche 

.1. Verfahren zur Herstellung von Lipid-Vesikeln 
aus biologischen Membranen Oder Lipid-Suspen- 

5 sionen, bei dem die zu desintegrierenden Lipid- 

Suspensionen oder Lipid-Partikel in einer Dis- 
persionsfliissigkeit innerhalb eines Behandlungs- 
gefafies bei im wesentlichen konstanter Tempe- 
ratur einer Ultraschallbehandlung unterworfen 

1o werden, dadurch gekennzeich- 

n e t, dafi die fur den gevunschten Zweck wirk- 
same Vesikelgrofie bzw. VesikelgrofSenverteilung, 
sowie die fur die Erzielung dieser Vesikel- 
grofie bzw, dieser VesikelgrofSenverteilung opti- 

15 male Ultraschall-Frequenz und -Intensitat in 

der Dispersionsflussigkeit ermittelt, und dafl 
die so ermittelte optimale Ultraschall-Frequenz 
und -Intensitat bei im ubrigen gleichen Behand- 
lungsbedingungen dadurch konstant gehalten wird, 

2o 
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daft wahrend der Ultraschallbehandlung der Ist- 
wert der Frequenz und Intensitat des Ultra- 
schallfeldes in dem Reaktionsmedium fortlau- 
fend gemessen, und in Abhangigkeit von dem 
5 Istwert die Ausgangsleistung und die Frequenz 

des den Schwingungsgeber speisenden elektri- 
schen Generators geregelt wird. 

2. Verfahren nach* Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
1o net, da/1 die Regelung des den Ultraschallgeber 

speisenden Generators mit Hilfe eines automa- 
tischen Regelkreises mit Sollwert-Istwert-Ver- 
gleich vorgenommen wird. 

15 3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet , dafi zur Messung der Ultraschall- 
Intensitat und -Frequenz ein in die Reaktions- 
flussigkeit eintauchender piezoelektrischer 
Schallauf nehmer verwendet wird." 

2o 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, da/i der piezoelektrische Schallaufnehmer 
am Boden des Reaktionsgef alSes so angeordnet 
wird, daiS die Richtung seiner hochsten Empfind- 

25 lichkeit gegen den Ultraschallgeber gerichtet 

ist, wahrend der Ultraschallgeber in das obere 
Drittel des Mediums eintaucht. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspru- 
3o che 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet , daJS das 

Reaktionsmedium unter einer Inertgasatmosphare 
behandelt wird. 
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6. Verfahren nach einem oder mehreren der An- 
spriiche 1 bis S, dadurch gekennzeichnet , dafi 
das Reaktionsmedium sterilisiert und in 
einem Steril-Beutel eingeschlossen, und der 
das Reaktionsmedium enthaltende Steril-Beutel 
innerhalb einer dem Ultraschallfeld ausge- 
setzten Flussigkeit behandelt wird. 

7. Anwendung des Verfahrens nach einem oder meh- 
reren der Anspriiche 1 bis 6 zur Herstellung 
von fur therapeutische Zwecke bestimmten, mit 
einem Wirkstoff wie Inositolhexaphosphat be- 
ladenen, zur Fusion mit roten Blutzellen be- 
fahigten Lipid-Vesikeln. 

8. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens 
nach Anspruch 1, mit einem die Reaktionsf liis- 
sigkeit aufnehmenden Behandlungsgef afi und min- 
destens einem von einem elektrischen Generator 
gespeisten elektroakustischen Wandler zur Er- 
zeugung eines Ultraschallf eldes in dem Reak- 
tionsmedium, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl innerhalb des Behandlungs- 
gef afies (3; 3o) als Schallaufnehmer ein 
akustisch-elektrischer Wandler (18; 37) ange- 
ordnet ist, dessen Ausgangssignal zur Regelung 
der Ultraschall-Intensitat und -Frequenz in 

der Reaktionsf ltissigkeit dient. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8 .gekennzeichnet 

durch einen den elektrischen Generator (23; 43) 
ansteuernden Regelverstarker (21; 39)mit Soll- 
wert-Istwert-Vergleich. 



Vorrichtung nach Anspruch 8 und 9, dadurch 
gekennzeichnet , dafi der akustisch-elek- 
trische Wandler (18; 37) aus einer am Ende 
eines Rohres angeordneten Piezo-Scheibe be- 
steht, die mit ihrer gegen Schalldruck 
empf indlichsten Richtung gegen den Schwin- 
gungsgeber gerichtet ist. 

Vorrichtung nach Anspruch 8 bis lo, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Geometrie des Ul- 
traschallgebers und des das Medium aufnehmen- 
den Behandlungsgef afles (3; 3o) so gewahlt 
sind, daB die durch Reflexion verursachte 
Bildung von Ul traschallwellen mit einer von 
der Sollfrequenz abweichenden Frequenz und/ 
oder mit gegenuber den primaren Ultraschall- 
wellen verschobener Phase in dem beschallten 
Medium vermieden wird. 

Vorrichtung nach Anspruch 8 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Behandlungsgef a/S (3; 
3o) von einer Kuhlf lussigkeit durchstrom- 
te Doppelwande aufweist. 

Vorrichtung nach Anspruch 8 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daC das Behandlungsgef a/3 
(3) gegen die Aufienatmosphare abgeschlos- 
sen ist und eine Zuleitung (13) fur die Zufuhr 
von Inertgas zu dem Gasraum oberhalb des be- 
schallten Reaktionsmediums (1) aufweist. 
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Verfahren zur Herstellung von Llpld-Vesikeln durch Ultraschallbehandlung, Anwendung des Verfahrens und Vorrfchtung zur 
DurchfUhrung des Verfahrens. 



© Verfahren zur Herstellung von Lipid-Vesikeln aus biolo- 
gischen Membranen oderaus Lipid-Suspensionen, bei derh 
die zu desintegrierenden Lipid-Suspensionen Oder Lipid- 
Partikel in einer Dispersionsflussigkeit einer Ultraschallbe- 
handlung unterworfen sind, die fur den jeweiligen Zweck 
optimalen Ultraschall-Bedingungen ermittelt werden. Wah- 
rend der Ultraschallbehandlung werden im Reaktions- 
medium (1) die Frequenz und die Intensitat des Ultraschall- 
feldes fortlaufend gemessen, und in Abhangigkeit von den 
gemessenen Istwerten werden die Ausgangsleistung und 
die Frequenz des den Schwingungsgeber (34) fur die Ultra- 
schallwellen speisenden elektrischen Generators (43) zur 
standigen Aufrechterhaltung der optimalen Bedfngungen 
nachgeregelt. Die Regelung kann uber einen automatischen 
Regelkreis mit Sollwert-lstwert-Vergleich durchgefuhrt wer- 
den. 

Das Verfahren findet insbesondere Anwendung fur die 
Herstellung von fur therapeutische Zwecke bestimmten. mit 
einem Wirkstoff beladenen Lipid-Vesikeln, die zur Fusion 
mit roten Blutzellen befahigt sind. 

In Fig. 2 ist schematisch eine Vorrichtung dargestellt. 
die zur Durchfuhrung des anmeldungsgemaSen Verfahrens 
geeignet ist. In dieser sind elektro-akustische Wandler mit 

(Fortsetzung nachste Seite) 
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(33) und Schwingungsgeber mit (34) angedeutet. Der Schall- 
aufnehmer (35) wird soweit abgesenkt, daft die Piezo-Schei- 
be (37) gegen den Sterilbeutet (36) gedruckt wird und das 
Ultraschallfeld im Reaktionsmedium (1) erfaBt. Das von der 
Piezo-Scheibe (37) erzeugte Signal tiefert dem Regelver- 
starker (39) die Islwerte. Die Sollwerte fur die Frequenz und 
Intensitat des Ultraschalls werden durch die Einrichtung 
(40) bzw. (41) vorgegeben. Bei Abweichung der Istwerte von 
den Sollwerten wird uber die Leitung (42) der Generator (43) 
angesteuert, und dessen Ausgangsleistung und/oder Fre- 
quenz werden so lange verandert. bis Sollwerte und Istwer- 
te ubereinstimmen. 
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